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Le CD40  ligand  (CD40L) est un régulateur important de la réponse immunitaire et  un 
contributeur clé dans les maladies auto-immunes. Nous avons rapporté précédemment que 
le CD40L se liait à l’intégrine α5β1, toutefois, les conséquences fonctionnelles de cette 
interaction demeurent inconnues. Les lymphocytes T sont au centre de la pathogénèse des 
maladies auto-immunes. Ils expriment, lors de celles-ci, des quantités aberrantes 
d’intégrines β1 faisant en sorte que la liaison CD40L/α5β1 pourrait être d’une haute 
importance dans les réponses inflammatoires. Dans cette étude, nous avons démontré que la 
forme soluble du CD40L (sCD40L) se liait aux lymphocytes T primaires ainsi qu’aux 
cellules Jurkat E6.1 et ce, dépendamment de l’intégrine α5β1. L’interaction du CD40L avec 
l’α5β1 lymphocytaire a  induit l’activation des voies anti-apoptotiques dont les MAPKs (les 
protéines kinases mitogène activée) et les PI3 kinases (PI3K).  La liaison du sCD40L à 
l’α5β1 n’a pas induit son changement structural ni son adhésion à la FN (fibronectine). 
Ceci pourrait avoir des conséquences directes sur la survie des cellules T lors de la 
progression des maladies inflammatoires. Ces résultats soulignent l’impact de l’interaction 
CD40L/α5β1 sur la fonction biologique des lymphocytes T et ils pourraient expliquer leur 
survie et leur persistance au niveau des sites d’inflammations durant les maladies auto-
immunes. 






CD40 ligand (CD40L) is a critical regulator of the immune response and a key contributor 
to autoimmune diseases. We have previously reported that CD40L binds to α5β1, albeit the 
functional consequences of this interaction remain elusive. T cells are central to the 
pathogenesis of autoimmune diseases and express high levels of β1 integrins in disease 
conditions, making the CD40L/α5β1 interaction a potential axis of significant importance 
in inflammatory complications. Here, we show that soluble CD40L (sCD40L) binds to 
freshly isolated primary T cells and to Jurkat E6.1 T cells in a α5β1-dependant manner. 
This leads to the activation of key survival proteins, including the mitogen-activated protein 
kinases (MAPKs) and the Akt PI3 kinase (PI3K). Binding of sCD40L to α5β1 does not 
induce its conformational change nor allow adherence to fibronectin. These results 
highlight the impact of the CD40L/α5β1 interaction in T-cell function and may explain the 
link between sCD40L and T-cell survival and persistence in inflammatory diseases.    
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Lors d’une réponse immunitaire, l’activation des lymphocytes T dépend de deux types de  
signaux. L’interaction du TCR (récepteur des lymphocytes T) avec l’antigène présenté par 
le  CMH-II (complexe majeur d’histocompatibilité de classe II) des CPA (Cellules 
présentatrices d'antigènes), constitue le premier signal. Ce dernier, tout seul, ne peut pas 
assurer l’activation  des lymphocytes T et mène  à leur anergie. Un second signal, connu 
par le signal de costimulation, sera nécessaire. Cette costimulation joue un rôle essentiel 
dans la prolifération et la différentiation cellulaire ainsi que  dans la prévention de l’anergie 
lymphocytaire. Le second signal est assuré par des molécules costimulatrices exprimées à 
la surface des lymphocytes T et des CPA. A cause de son expression constitutive, la 
molécule costimulatrice CD28 des lymphocytes T est la première à agir durant la 
costimulation lymphocytaire. Son interaction avec la molécule B7.1 des CPA augmente la 
survie des lymphocytes T et contribue, avec les signaux induits via le TCR, à l’expression 
des molécules costimulatrices. Parmis ces molécules on retrouve le CD40L (ligand du 
CD40). Ce dernier, lie le CD40 des CPA et entraine une activation bidirectionnelle (Fig .1). 
 
Figure 1. 1: L’interaction entre le lymphocyte T et les cellules présentatrices d’antigènes.  




1. Le CD40L : 
1.1. Structure du CD40L : 
Le CD40L  est une protéine transmembranaire de type II  appartenant à la famille  des TNF 
(facteurs de nécrose tumorale) [1, 2]. Le gène codant pour le CD40L est situé sur le 
chromosome X.  Il est divisé en 5 exons et 4 introns. La protéine du CD40L est formée de  
261 aa (acides aminés)  dont  215 aa composant  la partie extracellulaire, 24 aa constituant 
la partie transmembranaire  et  22aa formant la queue cytoplasmique (Fig.2). Elle a un 
poids moléculaire de 39 KDa [3-5]. Le CD40L est exprimé sous forme trimérique  à la 
surface des lymphocytes T activés ainsi que par différentes cellules hématopoïétiques 
comme les monocytes, les basophiles, les cellules dendritiques et les plaquettes. Il est aussi 
exprimé par certaines cellules non-hématopoïétiques comme les cellules épithéliales, les 
cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales [6]. Outre la forme membranaire, le 
CD40L existe sous une forme soluble. Cette forme est le résultat d’un clivage enzymatique 
au niveau de la méthionine 113 de la partie extracellulaire du CD40L membranaire. Le 
CD40L clivé est une molécule de 18KDa, trimérique et biologiquement active [7]. 
 
Figure 1. 2: La structure du  gène et de la protéine  du CD40L.  
Cette figure montre les 5 exons du gène cd40l et les parties correspondantes au niveau protéique (DTM : 
domaine transmembranaire).  




1.2. Les récepteurs du CD40L : 
Le CD40 est considéré comme étant le récepteur principal du CD40L [8]. Récemment, trois 
autres récepteurs pour le CD40L ont été identifiés : l’αIIbβ3 [9], l’α5β1[10] et  le Mac-1 
[11]. 
1.2.1. Le récepteur CD40 : 
1.2.1.1. La Structure et l’expression du CD40: 
Le récepteur CD40 est une glycoprotéine transmembranaire de type I appartenant à la 
famille des récepteurs des TNF [12]. Il est codé par un gène situé sur le chromosome 20 et 
divisé en 9 exons. La protéine CD40, du 43-50 KDa, est constituée de 277 aa dont 171 aa 
au niveau de la partie extracellulaire, 22 aa au niveau de la partie transmembranaire et 62 aa 
au niveau de  la partie cytosolique (fig. 3) [13, 14]. Le CD40 est exprimé sous forme 
monomérique et dimérique  à la surface cellulaire. Il est exprimé par les CPA comme les 
lymphocytes B, les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques. Il est aussi 
exprimé par les plaquettes ainsi que par les lymphocytes T activés. Son expression a été  
aussi détectée à la surface des cellules non-hématopoïétiques  comme les cellules 
endothéliales, épithéliales, les fibroblastes, les kératénocytes et les cellules musculaires 
lisses [15]. 
 
Figure1. 3: La structure du gène et de la protéine du CD40.  
Cette figure montre les différentes parties de la protéine CD40 et les exons codants pour ces parties.  




1.2.1.2. Le Rôle de l’interaction CD40L/CD40: 
 
Le  récepteur CD40 est une protéine dépourvue des domaines kinases qui sont nécessaires à 
la signalisation cellulaire. L’engagement du CD40 par le CD40L induit  sa translocation au 
niveau des radeaux lipidiques qui sont des micro-domaines riches en protéines adaptatrices.  
La localisation du CD40 au niveau du lipide raft lui permet d’induire l’activation indirecte 
de plusieurs voies de signalisation. Cette activation est médiée par des protéines 
adaptatrices surtout les protéines TRAF et les JAK3. 
L’association des TRAFs et des Jak3 à la queue cytoplasmique de CD40 induit l’activation  
des MAPKs et des PI3K et régule plusieurs réponses biologiques telles que la commutation 
isotypique, la prolifération, la survie et l’apoptose programmée des cellules [5, 6, 16]. 
 
In vivo, le rôle du couple CD40L/CD40  durant la réponse immunitaire est illustré chez les 
patients atteints du syndrome d’Hyper IgM. Ces patients présentent une concentration 
normale ou élevée des IgM et un niveau très faible des IgG et des  IgE. La diminution de la 
concentration des IgG et des IgE résulte de l’incapacité des lymphocytes B  à induire la 
commutation isotypique en absence de l’interaction CD40L/CD40. [17].  
  
In vitro, l’engagement du CD40 des lymphocytes B par le CD40L induit la surexpression 
des protéines CMH-I et CMH-II [18, 19] ainsi que la sécrétion de plusieurs cytokines 
comme l’IL-6 (IL : interleukine), l’IL-10 et le TNFα [20, 21]. En plus, l’interaction du 
CD40 des lymphocytes B avec le CD40L des lymphocytes T activés, en présence de 
certaines cytokines comme l’IL-4, l’IL-2 et l’IL-10, induit leur prolifération et leur 
différentiation en plasmocytes [22]. De même, la différentiation  des lymphocytes B est 
favorisée par la présence des cellules dendritiques. L’interaction du CD40 dendritique avec 
le CD40L des lymphocytes T activés augmente l’expression des protéines BAFF (protéine 
stimulatrice des lymphocytes B)  et APRIL (ligand inductible à la prolifération) [23]. De 




dendritiques en molécules costimulatrices dont B7-1/B7-2 et CD80/CD86 ainsi que la 
sécrétion des cytokines IL-12 et IL-10 [24-26]. Ces molécules sont impliquées dans la 
différentiation des lymphocytes T [27]. En outre, le couple CD40L/CD40 contribue à 
l’activation des monocytes et des macrophages. En tant que CPA, l’engagement du CD40 
des monocytes et des macrophages  par  le CD40L des lymphocytes T activés induit la 
sécrétion des plusieurs cytokines comme L’IL-12, IL-1, IL-6, IL-8 et TNFα [28-30] ainsi 
que le relâchement des MMPs (métalloprotéines)  comme les MMP-1, 2, 3 et 9 [31, 32]. De 
même, cette interaction augmente l’expression monocytaires et macrophagiques en CD40 
et en d’autres molécules costimulatrices dont les B7.1 et B7.2 [33]. 
En plus des cellules hématopoïétiques, l’axe CD40L/CD40 contribue à la réponse 
biologique des cellules non hématopoïétiques. L’engagement du CD40 des cellules 
endothéliales par le CD40L augmente le recrutement des monocytes/macrophages et des 
lymphocytes au niveau de sites d’inflammations. Ce recrutement est favorisé par la 
sécrétion de plusieurs cytokines comme l’IL-1, l’’IL-6, l’IL-8, de MCP-1 (protéine 
chimiotactique monocytaire-1), de MIP-1α (protéine 1α inflammatoire des macrophages), 
des RANTES et par la surexpression d’ICAM-1 (molécules d’adhésion intercellulaires 1) et  
de VCAM-1 (molécules d’adhésion vasculaires 1) [34, 35]. L’activation du CD40 
endothélial déclenche  aussi la sécrétion  du VEGF (facteur de croissance vasculaire 
endothélial) et de la COX-2 (cyclooxygénase-2) contribuant ainsi au mécanisme de 
l’angiogenèse [36, 37]. Par ailleurs, l’engagement du CD40 à la surface des cellules 
musculaires lisses augmente leur prolifération et leur migration. Cette augmentation résulte 







Figure 1.4: Le rôle  de l’interaction du CD40L avec le récepteur CD40 à la surface des 
cellules hématopoïétiques et non-hématopoïétiques.  
Inspirée de Danese, S. et al.  (2004) [40]. 
1.2.2. CD40L et les autres récepteurs :  
 
En plus du CD40, le CD40L interagit avec trois autres récepteurs  appartenant à la famille 
des intégrines. Ces intégrines sont : l’α5β1, l’αIIbβ3, et  le Mac-1. 
 
1.2.2.1.  La famille des intégrines : 
1.2.2.1.1.  Généralité : 
 
La MEC est constituée de plusieurs macromolécules exposant les cellules à leur 
environnement. Les cellules sont capables de déceler leur environnement extracellulaire 
grâce à des interactions impliquant un grand nombre de molécules d’adhésion cellulaire. En 




MEC favorisant ainsi  des interactions  structurales et fonctionnelles entre la matrice et les 
microfilaments d’actine, les microtubules, et les filaments intermédiaires du cytosquelette. 
Parmi ces récepteurs cellulaires se trouvent les intégrines. Elles permettent l’adhésion des 
cellules et contrôlent de nombreux processus cellulaires. 
1.2.2.1.2.  La structure des intégrines : 
 
Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires situés  à la surface des cellules. 
L’association entre les sous-unités α et les sous-unités β, constituant l’hétérodimère 
d’intégrines, confère à ces dernières leur propriété fonctionnelle [41]. .À ce jour, 33 sous-
unités d’intégrines dont 24 sous-unités α ainsi que 9 sous-unités β ont été découvertes dans 
le génome humain. Cependant, seulement 18 sous-unités α et 8 sous-unités β  se  trouvent 
actuellement catégorisées. Elles sont capables d’hétérodimeriser  pour former 24 intégrines 
différentes [42-44]. Ces sous-unités appartiennent à la famille des protéines 
transmembranaires de type 1 dont l’extrémité N-terminale est extracellulaire et l’extrémité 
C-terminale est intracellulaire [45]. En outre, ces protéines transmembranaires sont 
constituées de trois domaines différents.  L’exodomaine comporte entre 700 et 1100 aa, un 
court domaine transmembranaire contenant de 20 à 30 aa et le domaine cytoplasmique 
possédant de 30 à 50 aa [45]. Selon leur ressemblance fonctionnelle, les intégrines peuvent 
être divisées en plusieurs groupes : les intégrines à laminine, les intégrines à collagène, les 
intégrines leucocytaires et les intégrines reconnaissant les motifs RGD (Arginine/ 
glycine/acide aspartique) (fig.5) [46]. De même, la nature des sous-unités β constitue un 
autre critère de classification. La famille β1 est la plus importante et les intégrines qui y 





Figure1. 5: Les différentes familles d’intégrines.  
Les différentes associations entre les sous-unités α et β ainsi que les récepteurs correspondants sont présentés 
dans cette figure.  
Modifié  de Hynes, R. O.  (2002) [46]. 
1.2.2.1.2.1. La sous-unité α : 
 
Avec une taille se situant entre 120 et 180 kDa et contenant plus de 940 aa, les sous unités 
α constituent la partie la plus volumineuse de l’hétérodimère [48, 49]. La séquence des 
sous-unités α varie non seulement au niveau inter-espèces mais aussi au niveau intra-
espèces [49]. Le domaine αA (ou domaine 1), les deux domaines « calf », le domaine « 
thigh » ainsi que le domaine en forme d'hélice à sept lames,  forment les différents 
domaines de la sous-unité α [50]. Le domaine à sept lames semble être  impliqué   dans la 
liaison de l'intégrine à son ligand et également dans 1'hétérodimérisation du récepteur [51, 
52]. En outre, les cations divalents comme le calcium possèdent des sites potentiels de 




du ligand à la sous-unité α pourrait être favorisée lorsque le domaine I s’y trouve présent 
[53]. Pour les sous-unités ne contenant pas ce domaine, la sous-unité β ainsi que le domaine 
à sept lames semblent compenser pour cette absence lors de la liaison du ligand [45]. Le 
domaine « thigh » et les deux domaines calf 1 et calf 2, arrangés en feuillets β, constituent 
un site de clivage protéolytique et forment la queue de la sous-unité α [50]. La séquence 
particulière KXGF-FKR/X où X est un résidu non polaire [49], se situe près du domaine 
transmembranaire de la sous-unité α. Elle joue un rôle dans l’hétérodimérisation et le 
maintien de l’intégrine dans son état inactif ainsi que dans son activation [54] (fig.6).   
 
1.2.2.1.2.2. La sous-unité β : 
 
Avec une taille oscillante entre 90 et 115 kDa et avec 640 aa, les sous-unités β sont connues 
pour leurs petites tailles et la conservation de leur séquence entre les espèces en 
comparaison avec les sous-unités α [47-49, 55]. L’exodomaine de la sous-unité β comprend  
8 domaines différents dont les fonctions n’ont pas été  élucidées à ce jour [49]. Le domaine 
globulaire βA est considéré comme le premier domaine. Une partie de βA est intégrée dans 
le second domaine  nommé domaine hybride qui est engagé dans l'activation de l'intégrine 
[50]. Le domaine βA substitue le domaine αA de la sous-unité α quant à sa liaison avec le 
ligand [51, 53]. Le maintien de la forme inactive  de l’intégrine est accompli par le 
troisième domaine ou  le domaine PSI qui est riche en résidus cystéines [51]. Un rôle  
important au niveau de la signalisation via les intégrines est assuré par quatre autres 
domaines également riches en cystéines, les I-EGF 1 à 4  [51]. La fonction du dernier 
domaine extracellulaire, β TD, est encore mal caractérisée [50]. Finalement, deux 
séquences très conservées: la séquence de localisation des plaques d'adhésion focales 
(NPXY) et une autre séquence située près de la queue cytoplasmique de la sous-unité β, 
contribuent à l’activation des intégrines [56]. Quant à la queue cytoplasmique de la sous-
unité β, elle est capable de lier plusieurs protéines cytoplasmiques. Certaines assurent un 




(kinases liées aux intégrines), la paxilline et la  Grb2 (protéine couplée aux récepteurs de 
facteurs de croissance-2).  D’autres assurent la liaison directe entre  les intégrines et le 
cytosquelette d’actine dont la taline, la filamine et l’α-actinine [57-59] (fig.6).    
     
Figure 1. 6: Les différents domaines des sous-unités α et β des intégrines.  
La sous unité α est présentée en rouge et la sous unité  β en bleu.  
Modifié  de Hynes, R. O.  (2002) [46]. 
 
 1.2.2.1.3. Les ligands des intégrines : 
 
Les diverses voies  de signalisation sont déclenchées et influencées d’une part, selon  les 
différentes associations des sous-unités d’intégrines et d’autre part, selon le ligand auquel 
elles se lient. La majorité des ligands des intégrines font partie  de la MEC et sont 
responsables  dans l'adhésion cellule-substrat [41]. Un  ligand se lie à plusieurs intégrines, 




changement de conformation des intégrines en passant de la forme inactive à la forme 
active.     
  
1.2.2.1.4. La signalisation par les intégrines :   
 
Les intégrines s’associent avec le cytosquelette suite à leur liaison avec à la MEC, 
déclenchant une cascade de signalisation à l'intérieur de la cellule [59]. À leur tour, ces 
signaux intracellulaires provoquent la liaison des intégrines à  la MEC [61]. D’où la 
capacité des intégrines à induire une signalisation bidirectionnelle [62]. Lors de son 
interaction avec son ligand, la partie cytoplasmique, ou la queue de l’intégrine, se lie au 
cytosquelette d’actine grâce à son interaction avec plusieurs protéines cytoplasmiques. Ces 
dernières, considérées comme étant des protéines adaptatrices, sont nécessaires pour 
déclencher une cascade de signalisation via la queue cytoplasmique des intégrines 
dépourvues cependant d’activité catalytique [46]. Suite à l’interaction avec la MEC, les 
filaments d’actine se réorganisent, déclenchant une boucle de rétroaction positive et 
provoquant ainsi  l’agrégation  des intégrines au niveau de la membrane cytoplasmique. Ce 
rassemblement forme ainsi le complexe d’adhésion focal. En l’absence de toute interaction, 
les intégrines  redeviennent libres à la surface cellulaire [63, 64].  La propagation du signal 
implique plus de 50 protéines différentes qui provoquent une cascade de signalisation 
spécifique [65]. Les propriétés de la MEC, l'activation et l'avidité des intégrines, l'état de 
contraction du cytosquelette et la spécificité tissulaire et cellulaire du milieu pourraient 
influencer la signalisation des intégrines [65]. 
L’interaction des intégrines avec la MEC induit l’activation de plusieurs voies de 
signalisation. Cette signalisation est médiée par un grand nombre de protéines 
intracellulaires. Parmi ces protéines intracellulaires on cite : la taline, la vinculine, la 
filamine, l’ILK, la paxilline et la FAK [66]. La transduction des signaux via les intégrines 
est déclenchée par la liaison de ces seconds messagers à la queue cytoplasmique de la sous 




intégrines. L’autophosphorylation de la protéine adaptatrice FAK induit son association à 
des protéines kinase de la famille des Src (Sarcome de Rous). Cette association aboutit à 
l’activation des voies de signalisation PI3-K (Kinase des phosphatidyl-inositols 3), MAPK 
(Protéine kinase à action mitogène)  et Crk/Cas (Substrat associé à Crk) [69, 70]. Outre les 
kinases Src, la protéine FAK peut se lier à la PLC-y (phospholipase Cyl), à la protéine Shc 
(protéine contenant une homologie à Src) et à la protéine Grb7, qui activeront, à leur tour, 
d'autres voies de signalisation [68, 70]. En plus, certaines intégrines peuvent lier des 
protéines kinase de la famille Src telle que Fyn et Yes, sans la liaison préalable à la protéine 
FAK. La liaison des protéines tyrosine kinase Fyn et Yes à la queue cytoplasmique des 
intégrines va recruter les  protéines Shc. A leur tour, les Shc vont s’associer au complexe 
Grb2/SOS (« Son of sevenless ») ce qui induit l’activation des Ras (sarcome du Rat) et de 
la voie MAPK [69]. L’ensemble de  voies de signalisation induites via les intégrines 
contrôle plusieurs fonctions cellulaires dont la survie, la prolifération et la migration 
(Fig.7).  
 
              
Figure 1. 7: Les voies de signalisation induites via les intégrines et la fonction biologique 
correspondante.  




 1.2.2.1.5. Les intégrines et la régulation des fonctions cellulaires : 
 1.2.2.1.5.1. Les intégrines  et la migration cellulaire : 
 
Les signaux intracellulaires induits via les intégrines sont responsables de l’organisation du 
cytosquelette. Cette organisation sert à médier la migration cellulaire notamment la 
migration transendotheliale des leucocytes ainsi que leur migration et adhésion à travers la 
MEC. Les signaux induits  par les intégrines aboutissent  à l'activation de différentes 
protéines appartenant à la famille des petites GTPases (GTP : Guanosine triphosphate) tels 
que  Rac (Substrat de la toxine C3 botilinium relié à Ras), Cdc42 et Rho (homologue des 
Ras) [71, 72]. L'extension des lamellipodes, la formation de plaques d'adhésions, la 
contraction du corps cellulaire et le détachement de la queue, [72] sont les étapes 
principales durant la migration cellulaire. Ils sont entrainés par une réorganisation des 
filaments d’actine médiée par les  GTPases de la famille Rho.  Durant ce processus, Rho est 
impliqué dans la formation et le maintien des fibres de stress alors que les autres membres 
de cette famille,  Rac et  Cdc42, confèrent aux cellules des  structures spécialisées, les 
lamellipodes et les filopodes [71, 72].  
  
1.2.2.1.5.2. Les intégrines et la prolifération cellulaire:  
 
Des études ont montré que les intégrines contribuent à la prolifération cellulaire en 
coopérant avec les récepteurs de facteurs de croissance [73, 74]. La  coopération entre ces 
deux récepteurs est favorisée par leur colocalisation au niveau des points d’adhésion focaux 
[75]. Plusieurs études ont montré cette colocalisation. L’une d’entre elles a montré que les 
intégrines β1 se trouvaient en colocalisation avec les récepteurs  EGF (facteur de croissance 
épidermique) à la surface des cellules épithéliales A431 durant l’interaction cellulaire [76]. 
Une autre a révélé une colocalisation des intégrines β1 avec les récepteurs d’ITGF (Facteur 
de croissance ressemblant à l'insuline) au niveau des cellules cancéreuses prostatiques. 




l’inhibition d’expression de la chaine β1 des intégrines [77]. Les voies de signalisation 
activées via les intégrines et les récepteurs de facteurs de croissance, surtout la voie des 
MAPK/ERK (kinase régulée par des signaux extracellulaires), régulent la progression du 
cycle cellulaire en phase G1/S [73, 78].  Une fois activée, la voie MAPK/ERK induira 
l’activation de plusieurs facteurs  de transcription qui sont nécessaires pour la transition de 
la cellule vers la phase G1/S. Parmi ces facteurs de transcription,  on trouve les AP-1 qui 
vont favoriser la prolifération cellulaire en activant les cyclines D et E. Celles-ci sont 
responsables de l’activation des CDK (Kinase dépendante des cyclines) [78].  L’induction 
de la cycline DI, résultant de la synergie entre les intégrines et les récepteurs de facteurs de 
croissance, nécessite une activité soutenue de la voie de MAPK/ERK [74]. En outre,  la 
voie de MAPK/ERK peut inhiber les protéines p21 et p27 qui sont eux-mêmes des 
inhibiteurs des CDK favorisant ainsi la prolifération cellulaire [73, 78, 79].  
 
1.2.2.1.5.3. Les intégrines et la survie cellulaire : 
1.2.2.1.5.3.1. Introduction à l’apoptose programmée des cellules : 
 
L’apoptose programmée des cellules est un mécanisme qui aide à l’homéostasie tissulaire.  
Elle est induite par deux voies: la voie intrinsèque et la voie extrinsèque.  
La voie intrinsèque, ou bien la voie mitochondriale, est déclenchée par des stimuli externes 
comme les  irradiations UV et les drogues chimiothérapiques. L’activation de cette voie 
rend perméable la membrane mitochondriale et augmente le relargage du cytochrome C. Ce 
dernier induit la mort cellulaire en activant les protéines pro-apoptotiques, les caspases-3, 
via les caspases initiatrices, les caspase-9 [80].   
La voie extrinsèque induit la mort cellulaire en impliquant les récepteurs de morts. Ces 
récepteurs appartiennent à la famille des TNF, dont le plus étudié est le couple FasL (ligand 
de Fas)/Fas. L’engagement du Fas avec le FasL induit le recrutement des FADD (Protéines 
associées à Fas avec un domaine de mort) et de la pro-caspase-8. Ce recrutement déclenche 




activant soit les caspase-3 et soit la protéine Bid, augmentant ainsi le relargage de 
cytochrome C (Fig.8) [80]                                            
 
 
Figure 1. 8: L’apoptose programmée de la cellule.  
Les voies intrinsèques et extrinsèques de l’apoptose cellulaire ainsi que les protéines impliquées dans ces 
voies, sont identifiées dans cette figure.  
Modifiée de Niu, G. et al. (2010) [80]. 
 
1.2.2.1.5.3.2. Le rôle des intégrines dans la survie cellulaire : 
 
Nous savons que la viabilité cellulaire est contrôlée par l’adhésion des cellules via les 
intégrines. Les cellules épithéliales et endothéliales, qui sont des cellules adhérentes, sont 
régies par ce phénomène. En effet, l’anoïkose, une des formes d’apoptose, est induite par 
une adhésion inadéquate ou une perte d’adhésion cellulaire [81]. Ce mécanisme est 
important dans le maintien de l’homéostasie tissulaire puisqu’il a pour but d’empêcher la 
colonisation d’autres tissus lorsque les cellules se détachent de leur environnement [81]. 
Malgré cette organisation qui semble parfaite, les cellules cancéreuses y échappent. Elles 
survivent et prolifèrent même en l’absence d’adhésion à la MEC, devenant ainsi insensible 
à l’anoïkose [82, 83]. Les voies classiques, soit les voies extrinsèques et intrinsèques de 












Effectivement, la voie extrinsèque de l’apoptose est impliquée dans l’induction du  
mécanisme de l’anoïkose et ceci fut démontré chez les cellules endothéliales. Il a été 
observé que leur détachement diminuait l’expression de FLIP (Protéine inhibitrice de 
FLICE) et augmentait l’expression de Fas et de FasL, ce qui les sensibilisait à l’anoïkose 
[84]. Aussi, le détachement des cellules épithéliales intestinales contribue à leur apoptose 
en induisant l’expression de FasL [85]. Chez les kératinocytes,  l’anoikose résultante du 
blocage de la chaine β1 des intégrines est dépendante  de la caspase-8. Par contre, dans ce 
modèle, l’inhibition de la caspase-9 n’a aucun effet sur l’apoptose [86]. Dans cette même 
étude, il a aussi été démontré que l’apoptose induite par le détachement est inhibée par la 
surexpression de FLIP ce qui indique l’implication de la voie extrinsèque dans l’anoikiose 
[86]. En plus de la voie extrinsèque, il existe un mécanisme d’auto amplification médié  par 
la voie mitochondriale, c’est ce que nous montre la libération du cytochrome C et 
l’activation tardive de la caspase-9 [86]. Chez  les lignées de cellules de cancers 
colorectaux faiblement métastatiques, l’expression du TRAIL (ligand inducteur d'apoptose 
relié au TNF) ainsi que de son récepteur de mort DR5 (récepteur de mort) est induite par le 
détachement des cellules, ce qui, de façon dépendante de la caspase-8, est responsable de 
leur apoptose [87].  
L’anoïkose est également médiée par la voie intrinsèque de l’apoptose. Dans la régulation 
de ce mécanisme, les protéines de la famille Bcl-2 y jouent un rôle très important. 
Effectivement, plusieurs études ont montré la capacité qu’ont les intégrines à promouvoir la 
survie des cellules adhérentes par l’augmentation de l’expression de la protéine Bcl-2 [88, 
89]. Par ailleurs, dans les cellules fibroblastiques NIH3T3, l’adhésion permet une inhibition 
de l’expression des protéines pro-apoptotiques puisque le détachement des cellules 
augmente l’expression de BIM et induit la dégradation de la MCL-1 [90]. Il a été montré, 
dans une étude récente, que la mise en suspension des cellules épithéliales réduisait 
l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et MCL-1 et augmentait 
l'expression des protéines apoptotiques  BAK et BAX ainsi que l'activation de BAD [91]. 
De plus, il a été démontré que les signaux intracellulaires induits via  les intégrines de la 




MAPK/ERK et PI3-K/AKT ainsi que le complexe FAK/Src [91]. Le pouvoir métastatique 
des cellules cancéreuses provient de leur résistance aux mécanismes de l’anoïkose. Cette 
résistance s’explique par une forte expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 [82, 
92]. 
Non seulement les intégrines sont impliquées dans l’anoïkose, elles le sont aussi dans le 
développement de la résistance des cellules cancéreuses face aux médicaments chimio 
thérapeutiques [93]. Par exemple, lorsque les cellules du myélome adhèrent à la FN 
(fibronectine)  par les intégrines β1, ceci inhibe leur apoptose normalement provoquée par 
l’étoposide [94]. Aussi, l’adhérence des cellules cancéreuses du sein à la FN et au collagène 
par les intégrines, inhibe l’effet du taxol, soit l’apoptose, en activant la voie de PI3-K/AKT 
[95]. Pour ce qui est du cancer du poumon, ce même phénomène est observé. En effet, les 
cellules cancéreuses du poumon résistent à l’apoptose provoquée par l’étoposide et la 
doxurubicine lorsqu’elles adhèrent à la FN, la laminine et le Coli IV [96]. La résistance au 
daunorubucine et à la cytarabine dans le traitement de la leucémie est due à l’adhérence des 
cellules leucémiques HL-60 et U937 à la FN. Cette résistance s’associe à la surexpression 
de Bcl-2 et à  l'activation de la voie de PI3-K/AKT [97]. 
En laboratoire, ceci a été démontré en  transférant ces cellules dans des souris SCID pour 
mimer la leucémie. Le taux de survie de ces souris était de 100%. De plus, si 
l’administration de la cytarabine était accompagnée d’un anticorps bloquant l’intégrine β1, 
la survie se prolongeait jusqu’au 62ième jour d’observation.  Par contre, les souris traitées 
avec la cytarabine seule, ne survivaient pas plus de 37 jours. Ceci explique le rôle important 
de l’intégrine β1 dans la résistance des cellules leucémiques aux traitements de 
chimiothérapie [97]. Le volet clinique de cette étude révèle en outre, que les patients 
atteints de la forme myeloïde de la leucémie, ont, s’ils sont porteurs des cellules 
cancéreuses n’exprimant pas l’intégrine β1, de meilleures chances de survies et font moins 





1.2.2.2. L'intégrine α5β1   
1.2.2.2.1. La structure de l’intégrine α5β1  
 
Les deux sous-unités de l’intégrine α5β1 sont encodées par des gènes différents. La chaine 
α5 est une protéine transmembranaire constituée de 1008 aa. Elle s’hétérodimérise 
seulement avec la chaine β1 [60, 98]. Son partenaire, la chaine β1, est formé de 778 aa [99].   
La sous-unité α5 ne possède pas le domaine  αA. Le clivage post-traductionnel de la sous-
unité α5 résulte en une chaine lourde et une chaine légère. Ces deux chaines sont liées par 
des ponts disulfures au niveau de la partie extracellulaire [47, 54, 100].  
Plusieurs tissus expriment l’intégrine α5β1 dont la peau, le muscle cardiaque, les intestins, 
les poumons, les amygdales, les vaisseaux sanguins et la rétine [41, 101].  Elle est encore 
exprimée à la surface des cellules immunitaires comme les lymphocytes T et B, les 
monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques [102-104].  
La FN constitue le principal ligand de l’intégrine α5β1. Une mutation au niveau de la 
séquence RGD de la FN abolit sa liaison  avec l’α5β1 [105, 106]. Les aa adjacents à cette 
séquence jouent un rôle dans la spécificité de liaison. Par exemple, la séquence RGDW se 
lie préférentiellement à l’αIIbβ3 tandis que la séquence RGDN se lie spécifiquement à 
l’α5β1 et à l’αvβ3 [107].   Trois régions de type III constituent le site de liaison de l’α5β1 
sur la FN, III8, III9 et III10. La séquence RGD, essentielle pour sa liaison à l’α5β1, se situe 
dans la région III10 [108, 109]. La séquence PHSRN ou « le site de synergie » de la région 
III9 et la séquence VKNEED de  la région III8 favorise la liaison de la FN à l’α5β1 ainsi 
que l’induction de la signalisation intracellulaire [110-112].  Il est suggéré que la séquence 
RGD lie la sous-unité β1 tandis que les régions III8 et III9 lient la sous-unité α5 [111]. 
L’α5β1  peut également se lier à la séquence RGD  du fibrinogène. La liaison de cette 
intégrine avec la FN et le fibrinogène est favorisée par les ions Mn2+ et défavorisée par les 







1.2.2.2.2. L’expression de l'intégrine α5β1 
 
L’intégrine α5β1 contribue à la réponse immunitaire  en favorisant l’adhésion, la migration, 
la prolifération et la survie cellulaire. Le taux d’expression de l’α5β1 sera modifiée durant 
ces processus afin d’améliorer la réponse cellulaire.  
La sous-unité β1 est exprimée d’une façon constitutive  dans plusieurs cellules. La 
composition de la MEC [115] ainsi que le TGF-β (facteur de croissance transformant bêta) 
[116] régulent l’expression de cette sous-unité. Contrairement à la sous unité β1, la sous 
unité α5 ne peut s’associer qu’avec le partenaire β1. Pour cela, c’est  l’expression de la 
chaine α5 qui règlera l’expression de l’intégrine α5β1 [116].    
La cytokine TGF-β  peut également influencer l’expression de la sous-unité α5. La 
présence de TGF-β dans des cultures primaires d’ostéoblastes humaines (HOB) augmente 
la transcription ainsi que la traduction de la sous-unité α5 [117].  De même, cette cytokine 
exerce un effet positif sur l’expression de l’intégrine α5 et de la FN dans les cellules de 
carcinome du colon (Moser) [118]. L’expression de la sous-unité α5 est aussi influencée 
par  un effet synergique de TGF-β et de bFGF (facteur de croissance fibroblastique) [119].  
En outre, l’expression de l’intégrine α5β1 est reliée à  l’expression de son ligand, la FN. 
Dans les cellules de carcinome du colon, le blocage d’expression de FN induit une sous-
expression de l’intégrine α5β1. Ce blocage empêche aussi l’effet positif de TGF-β sur 
l’expression de l’α5β1 [118]. D’autres études ont montré qu’une surexpression de la FN 
entrainait une augmentation d’expression de son récepteur au niveau des nerfs 
périphériques [120]. De même, la surexpression de la sous-unité α5 par les cellules de la 
peau aboutit à  l’augmentation de production de FN [121].  Cette expression diminue avec 




D’autres molécules peuvent influencer l’expression de l’integrine α5β1. Le PMA (phorbol 
12-myristate 13-acetate) surexprime  la sous unité α5. Cette surexpression dépend de la 
protéine kinase C [123]. L’IL-6 est une autre cytokine stimulant l’expression des sous-
unités α5 et β1 dans les CECL (cellules épithéliales de cornée de lapin). De même, 
l’expression de cette intégrine augmente à la surface des fibroblastes sous l’effet des 
glucocorticoïdes [124]. Par contre, le PPARγ (ligand du récepteur activé par les 
proliférateurs de peroxysomes)  et  les inhibiteurs de COX-2 diminuent l’expression de la 
sous-unité α5 en diminuant la liaison des facteurs de transcription au niveau de son 
promoteur [125, 126]. 
 
1.2.2.2.3. L’intégrine α5β1 et les lymphocytes T   
 
Puisqu’elles sont capables d'ancrer les cellules à la MEC et à induire la signalisation 
intracellulaire, les intégrines influencent une panoplie de phénomènes cellulaire. Les 
lymphocytes T, malgré leur caractère circulatoire, expriment plusieurs types d’intégrines. 
Ceci leur permet, lorsqu’ils se retrouvent dans les tissus, d’interagir avec la MEC, soit lors 
de maladies inflammatoires chroniques ou lors d’une réponse immunitaire normale. 
Les intégrines α5β1 et α4β1  qui ont pour récepteurs, respectivement, la FN et la collagène, 
forment le groupe des intégrines β1 le plus exprimé à la surface des lymphocytes T naïfs 
[127]. L’expression de l’intégrine α5β1 a été identifiée préférentiellement sur les 
lymphocytes T mémoires et sur 50% des lymphocytes T du sang périphérique. La 
surexpression de ces intégrines et l’augmentation de leur activité à la surface des 
lymphocytes T effecteurs,  améliorent l’interaction de ces derniers  avec les protéines de la 
MEC [102].  
 





Le rôle migratoire et adhésif de ces intégrines sur une matrice de FN et  du collagène,  a été 
montré in vitro en utilisant plusieurs modèles comme les lymphocytes T, provenant du sang 
périphérique, et les lignées Jurkat [128, 129]. Ce rôle a été amplifié suite à l’activation de 
ces modèles par le PMA, l’anti- TCR  et par les anticorps activateurs des intégrines de la 
famille β1 [130, 131]. Chez les patients atteints de la DMD (dystrophie musculaire de 
Duchenne), l’interaction de l’α5β1 avec la FN augmente la migration des lymphocytes T au 
niveau des muscles contribuant ainsi à la progression de la maladie [132].  
L’interaction entre la MEC et les intégrines β1 lymphocytaires induit plusieurs signaux 
intracellulaires. Plusieurs lignées lymphocytaires ont été utilisées afin d’étudier ces signaux 
intracellulaires surtout les lignées jurkat et H9 exprimant les intégrines α5β1 et α4β1 [133]. 
Chez les lignées H9, l’activation des intégrines β1 aboutit à l’activation de plusieurs 
protéines cytoplasmiques dont la FAK et la Cas [134, 135].  Chez les lymphocytes T, 
l’association de la protéine FAK avec la Paxilline crée  un lien entre les intégrines et le 
cytosquelette  induisant ainsi l’adhésion de ces cellules à la FN [136]. In vitro, la migration 
des cellules T sur la FN est médiée  par l’activation des protéines Cas suite à l’activation 
des intégrines β1 [137].  
 
1.2.2.2.3.2. L’intégrine α5β1 et la costimulation des lymphocytes T : 
 
Le rôle costimulateur des intégrines constituent une autre fonction de ces molécules dans la 
biologie des cellules T [138]. Cette fonction costimulatrice se traduit au niveau des signaux 
intracellulaires et au niveau de la réponse biologique, surtout la prolifération cellulaire et la 
production d’IL-2.  La prolifération des lymphocytes T, suite à leur activation via le 
complexe TCR/CD3, est amplifiée par la présence de différents ligands d’intégrines β1, 
surtout la FN [104, 139]. L'engagement des intégrines augmente la phosphorylation de 
FAK induite par le TCR [140]. Chez les lymphocytes T naïfs, cette amplification est aussi  
suivie d’une augmentation de la production d’IL-2 [141]. En outre, la stimulation des 




de la  lamina propria, constitue un signal costimulateur augmentant la prolifération de ces 
cellules et leur production d’IL-2, d’INFγ (interferon gamma) et de TNFα [142]. Chez les 
patients atteints du LES (lupus érythémateux systémique), l’activation des intégrines β1 
augmente l’auto-réactivité des  lymphocytes T en augmentant leur prolifération et leur  
expression en CD40L [143]. De même, Chez les patients atteints d’AR (Arthrite 
rhumatoïde), la surexpression de l’intégrine α5β1 augmente l’accumulation des cellules T 
au niveau du liquide synovial. Cette accumulation amplifie l’activation des lymphocytes T 
en augmentant leur interaction avec la FN de la MEC [144].  
 
1.2.2.2.3.3. L’intégrine α5β1 et la survie des lymphocytes T : 
1.2.2.2.3.3.1. Introduction à l’apoptose lymphocytaire 
 
La survie des lymphocytes T est contrôlée par deux mécanismes : L’ACID (Mort induite 
par l'activation) et l’ACAD (Apoptose autonome des cellules T activées). L’ACID est  une 
apoptose cellulaire programmée due à l’activation des cellules T. Elle est dépendante de la 
voie extrinsèque de l’apoptose qui est réglée par les récepteurs de mort surtout  le couple 
Fas/FasL. Contrairement à l’ACID, l’ACAD est une apoptose lymphocytaire résultante de 
la chute de concentration d’IL-2. Cette forme d’apoptose lymphocytaire est contrôlée par la 
voie intrinsèque d’apoptose et elle  est indépendante des récepteurs de mort. 
 
1.2.2.2.3.3.2. Le rôle de l’intégrine α5β1  dans la survie des lymphocytes T : 
 
L’activation des intégrines lymphocytaires de la famille β1 augmente la survie 
lymphocytaire en inhibant leur apoptose programmée. L’engagement des intégrines β1 
induit l’activation de plusieurs  voies de signalisation  comme les kinases Src (Lck et Fyn), 




L’activation de ces voies de signalisation, surtout celle des  MAPK et des PI3K,  augmente 
la survie  des lymphocytes T en inhibant l’apoptose médiée par le récepteur Fas [146, 147]. 
Dans les lymphocytes T, la phosphorylation de la voie MAPK  inhibe l’activité des 
protéines pro-apoptotiques comme les caspase-8 et 9 ainsi que les protéines pro-
apoptotiques Bid [146, 148].  De même, l’activation de la voie PI3K constitue une autre 
voie de survie pour les lymphocytes T [147]. Son activation augmente la survie 
lymphocytaire en inhibant l’action des protéines pro-apoptotiques caspase-9 et Bad [149, 
150]. Cette inhibition est suivie par une surexpression des protéines anti-apoptotiques Bcl-
xL et Bcl-2 [151].  Chez les patients atteints d’AR, l’engagement des intégrines β1 induit 
l’activation de la voie p38 MPAK. Cette activation augmente la survie lymphocytaire en 
inhibant le clivage de la caspase-8 [152] . En outre, l’engagement de l’intégrine α5β1 
prévient l’AICD des lymphocytes T CD8+ en amplifiant l’effet protecteur du TGF-β [153]. 
De même, L’activation des intégrines α5β1 à la surface des lymphocytes T extraits de la 
lamina propria du tissu intestinal augmente le ratio  BCL-x /BAX prévenant ainsi 
l’apoptose lymphocytaire par ACID [142]. L’intégrine α5β1 est aussi capable de diminuer 
l’apoptose des lymphocytes T induite par l’acide butyrique [154].  
 
1.2.2.2.4. L’intégrine α5β1 et le CD40L :  
 
Récemment, leveille et al. ont montré que l’intégrine α5β1 constituait un nouveau récepteur 
pour le CD40L.  Ils ont montré que le CD40L interagissait avec l’intégrine α5β1 exprimée 
par la lignée monocytaire U937. Cette liaison induit la phosphorylation des ERK1/2 et la 
surexpression de l’interleukine-8. Contrairement à son ligand naturel, la FN, le CD40L  se 
lie à la forme inactive de l’intégrine α5β1. En plus, cette liaison se fait indépendamment 
des résidus impliqués dans l’interaction du CD40L avec CD40 [10] (Fig.9). Dans une autre 
étude, il a été montré que chez les sujets asthmatiques,  l’interaction du CD40L des 




d ’IL-6 par les fibroblastes et par conséquent, l’inflammation au niveau de la  muqueuse 
pulmonaire [155]. 
                       
 






Figure 1. 9: L’interaction du CD40L avec l’α5β1 et la réponse cellulaire résultante.                             
 
Le CD40L induit la phosphorylation des ERK1/2,  la surexpression d’Il-8 et la  sécrétion d’Il-6.                        
 
1.2.2.2.5. CD40L et les autres intégrines : 





L'intégrine αIIbβ3, également connue sous le GP IIb / IIIa, est une intégrine plaquettaire 
régulant l'adhésion et l'agrégation  des plaquettes ainsi que  la formation de thrombus. La 
signalisation « inside-out » induite par plusieurs agonistes plaquettaires (thrombine, le 
collagène, l'ADP, ou épinéphrine), aboutissent au changement de conformation de 
l’intégrine αIIbβ3. Ce changement de conformation augmente son affinité à ses ligands 
naturels dont le fibrinogène, la FN et le facteur von Willebrand [46]. La liaison est médiée 
par la séquence RGD trouvée sur de nombreux ligands d’αIIbβ3. Il a été aussi démontré 
que le CD154 pouvait interagir avec l’αIIbβ3, grâce à la séquence RGD présente dans la 
partie extracellulaire de la molécule CD154. La liaison du CD154 à l’αIIbβ3, induit la 
phosphorylation des résidus tyrosine au niveau du domaine cytoplasmique de la chaîne β3. 
Cette phosphorylation est nécessaire pour la stabilité des thrombi artériels [156]. Ces 
résultats démontrent que le CD154, à travers son interaction avec l’αIIbβ3, est un agoniste 
plaquettaire qui fonctionne d’une manière autocrine pour régler la biologie des plaquettes. 
 
 1.2.2.2.5.2. Le CD40L et l’intégrine Mac-1 :  
 
Récemment , le Mac-1 (CD11b/CD18), un membre de la famille des intégrines 
leucocytaires, a également été identifié comme un récepteur du CD154 [11]. La liaison du 
CD40L au Mac-1 dépend du motif EQLKKSKTL du domain-I du Mac-1[157]. Comme 
avec ses ligands classiques, tels que le C3bi, l’ICAM-1 et  le fibrinogène, seule  la 
conformation active de Mac-1 peut interagir avec le CD154. Cette liaison  accorde au    
Mac-1 un rôle dans les réponses immunitaires, la coagulation et l'inflammation [158]. En 
effet, Zirlik et al. ont démontré que le CD154  induit l'adhérence et la migration des 
monocytes via sa liaison avec le Mac-1 monocytaire. De plus, l’inhibition du Mac-1, chez 
les souris LDLR-/ -, atténue le développement de la  plaque artérielle et l'accumulation de 
macrophages au niveau des lésions [11]. Par ailleurs, chez les souris ApoE-/ -, qui sont un 




régulait l’expression du Mac-1 sur les neutrophiles et améliorait le recrutement des 



















Rationnel et hypothèse :   
 
Les lymphocytes T sont  le ‘chef d’orchestre’ du système immunitaire. Au-delà de leur rôle 
physiologique, leur implication dans les maladies auto-immunes a été bien étudiée. Dans le 
tissu synovial des patients atteints d’AR, 30 à 40 %  des cellules immunitaires sont des 
lymphocytes T. La survie de ces cellules et leur résistance à l’apoptose programmée, 
favorisent leur persistance au niveau des sites d’inflammation et contribuent à 
l’augmentation de la sévérité de la maladie. 
L’intégrine α5β1 est considérée parmi les intégrines β1 les plus étudiées à la surface des 
lymphocytes T. Son interaction avec son ligand naturel, la FN, joue un rôle crucial dans la 
migration, la prolifération et la survie des lymphocytes T. Récemment, le CD40L  a été 
identifié comme étant un nouveau ligand pour l’α5β1, mais l’importance biologique de 
cette interaction n’a pas encore été élucidée. Une expression aberrante de cette intégrine 
caractérise les lymphocytes T dans plusieurs maladies inflammatoires comme l’AR et le 
LES. La surexpression de l’intégrine α5β1 est accompagnée d’une augmentation du taux de 
CD40L membranaire et soluble d’où notre hypothèse que : 
L’interaction du CD40L avec l’α5β1 des lymphocytes T pourrait jouer un rôle dans leur 
survie et leur résistance à l’apoptose programmée.  
Pour répondre à cette hypothèse,  nous avons formulé les objectifs suivants :  
1) Étudier la capacité du CD40L à lier l’α5β1 lymphocytaire   
2) Identifier les voies de signalisation induites suite à  l’engagement de l’α5β1 
lymphocytaire par le CD40L. 


















2.1. Les réactifs et les anticorps: 
 
Le CD40L soluble et la forme soluble de  CD40-Fc ont été générés dans notre laboratoire 
selon la méthode décrite précédemment. Les anticorps : anti-phospho-p38, anti-p38, anti-
phospho-ERK1/2, anti-ERK1/2, anti-phospo-AKT et anti-AKT ont été obtenus de la 
compagnie « Cell signaling technology » (Beverly, MA). Les anticorps anti-Mac-1 ont été 
commandés de la compagnie « BD biosciences » tandis que les anti-α5β1 (le clone JBS5) 
et les anti-αIIbβ3 ont été obtenus de la compagnie « Santa Cruz Biotechnology » (Santa 
Cruz, CA). Les anticorps anti-CD40 (le clone G28.5) ont été générés dans notre 
laboratoire selon la méthode décrite dans le référence [10]. 
Le marquage des protéines CD40L et avidine  avec le fluochrome Alexa-488 a été réalisé 
en utilisant l’‘Alexa Fluor-488 labeling kit’ obtenu du « molecular probes » (Eugene, OR) 
et en suivant les instructions du fabriquant. L’agent chimique DTT a été obtenu 
d’Invitrogène (Burlington, ON). L’anticorps anti-B44 et la forme soluble de l’α5β1 ont été 
des cadeaux généreux obtenus du Dr. John A. Wilkins (‘Manitoba Centre for Proteomics 
and Rheumatic Diseases’, Université de Manitoba, Winnipeg, MB). 
 
2.2. Les lignées cellulaires : 
 
Les lignées lymphoblastiques Jurkat E6.1 (ATCC, Manassas, VA, USA) et BJAB  
(obtenues du Docteur, J. Menezes, Hôpital Sainte-Justine, Montréal, QC, Canada) ont été 
maintenues dans un milieu RPMI 1640 contenant 5% du sérum fœtal bovin (FBS) et 1% de  
L-glutamine, de pénicilline et de la streptomycine (Bison d'Europe, St-Bruno, QC, Canada). 
Les lymphocytes T primaires ont été purifiés à partir du sang périphérique des donneurs 
sains par une sélection négative en utilisant le RobotSep, le ‘T cell enrichement kit’ et en 








2.3. La cytometrie en flux : 
 
L’expression des lignées  Jurkat E6.1 et des lymphocytes T primaires en CD40, α5β1, 
αMβ2 et αIIbβ3 a été déterminée par cytometrie en flux. Les cellules ont été incubées 
pendant 30 min à 40C avec les anticorps  G28.5 (1 μg/5x105 cellules), JBS5  (200 ng/5x105 
cellules), anti-αMβ2 (500 ng/5x105 cellules) et  anti-αIIbβ3 (200 ng/5x105 cellules) ou bien 
avec l’isotype contrôle. Ces anticorps ont été suivis par un anticorps secondaire chèvre anti-
souris IgG-Alexa488 pour 30 min à 4oC.  
 
2.4. L’activation cellulaire : 
 
Les cellules E6.1 et les lymphocytes T primaires ont été incubés à 370c pendant 3h dans un 
milieu RPMI 1640 sans FBS. Ensuite les cellules ont été activées pendant 2, 5 et 10 min  
avec le sCD40L (500ng /5x105 cellules) ou bien avec le JBS5 (200 ng/5x105 cellules). 
L’activation de ces cellules a été arrêtée en ajoutant le tampon de lyse 2x contenant de la 
SDS, 10% de 2-mercaptoethanol, de la protéase inhibiteur (Roche, Montréal, QC, Canada) 
et de la phosphatase inhibiteur (Sigma-Aldrich, Oaskville, ON). Finalement, les 





2.5. L’activation des intégrines : 
Le changement structural de l’intégrine α5β1 suite à son interaction avec le CD40L a été 
étudié en analysant l’exposition de l’épitope B44 [160]. Le DTT a été utilisé comme 
contrôle positif. Les cellules Jurkat E6.1 ont été incubées avec le sCD40L (10 μg/ml) pour 
2 h à 37°C ou bien avec de DTT (10mM) pour 30 min à la température pièce. Le 
changement structural a été étudié par la cytometrie en flux, en utilisant l’anticorps anti-
B44 (FACS Calibur, BD Biosciences, Mountain View, CA). 
 
2.6. L’adhésion cellulaire : 
L’adhésion des cellules à une matrice de fibronectine est une autre approche utilisée pour 
étudier le changement structural de l’intégrine α5β1. Le DTT a été utilisé comme contrôle 
positif. Les cellules Jurkat E6.1 ont été incubées avec le sCD40L (10 μg/ml) pour 2 h à 
37°C ou bien avec de DTT (10mM) pour 30 min à la température de la chambre. 
L’adhésion des cellules activées à la matrice de fibronectine a été étudiée selon la méthode 
décrite précédemment. 
 
2.7. Western blot : 
Les lysas cellulaires ont été séparés sur un gel d’acrylamide de 10% (SDS-PAGE). Les 
protéines ont été ensuite transférées sur des membranes polyvinylidene difluoride (Millipore 
Corporation).  Ces dernières ont été bloquées pendant 1h  avec une solution de 5% de lait dans 
du TBS-T (150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7.4, 0.1 % Tween-20). Par la suite, elles ont été 
incubées 12h à 40c avec les anticorps: anti-phospho-p38, anti-phospho-ERK1/2 et  anti-
phospo-AKT. Après un lavage pendant 30 min au TBS-T, les membranes ont été incubées 
avec un anticorps anti-IgG1 de souris conjugué au horseradish peroxydase (HRP) pour 1h à 




ECL plus (GEHealthcare Biosciences). Ces mêmes membranes ont été déshybridées puis  
incubées et révélées de la même façon  en utilisant les anti-P38 total, les anti-ERK1/2total et les 

























3.1. Le sCD40L lie l’α5β1 exprimée par les lymphocytes T et 
induit des signaux intracellulaires: 
En 2007, nous avons montré que la forme soluble du CD40L est capable de lier l’intégrine 
α5β1 exprimée à la surface des lignées monocytaires U937 [10]. Due à son expression 
constitutive à la surface des lymphocytes T, nous avons étudié la liaison du sCD40L à 
l’α5β1 exprimée à la surface des lignées lymphocytaires Jurkat E6.1 et des lymphocytes T 
purifiés du sang périphérique. La figure 1A montre que parmi les quatre récepteurs du 
CD40L, l’α5β1 est le seul récepteur détecté à la surface des cellules T, contrairement au 
CD40, Mac-1 et αIIbβ3. Le sCD40L a été capable de lier significativement les deux types 
cellulaires. Cette liaison a induit l’activation de certaines voies intracellulaires surtout les 
voies des MAP et PI3 kinases. L’interaction de sCD40L avec l’α5β1 des Jurkat E6.1 et des 
lymphocytes T primaires a abouti à une activation dépendante du temps des protéines 
intracellulaires ERK1/2, P38 et AKT (Figure 1C). 
 
3.2. Le sCD40L lie spécifiquement l’α5β1 à la surface des jurkat 
E6.1 : 
Dans le but de démontrer la spécificité de l’interaction CD40L/α5β1, la liaison de CD40L 
aux lignées Jurkat E6.1 et Bjab a été faite en présence de l’α5β1 soluble, du sCD40L non 
marqué ou en présence du sCD40.  La pré-incubation des cellules avec le sCD40L non 
marqué a abolit complètement la liaison du CD40L-Alexa488 aux lignées E6.1 et Bjab. La 
pré-incubation du sCD40L-alexa488 avec la forme soluble de l’α5β1 a diminué 
significativement sa liaison aux lignées E6.1 mais elle n’a pas affecté la liaison aux lignées 
Bjab. Contrairement au sα5β1, la  pré-incubation du sCD40L-alexa488 avec le sCD40 a 




Ces résultats démontrent la spécificité de l’interaction du sCD40L avec l’α5β1 des cellules 
E6.1. En plus, ils suggèrent que les résidus impliqués dans l’interaction du CD40L  avec 
l’α5β1 sont différents de ceux impliqués dans l’interaction avec le CD40. 
 
3.3. L’engagement de l’α5β1 par le CD40L n’induit pas son 
changement structural : 
La famille des intégrines est caractérisée par son changement structural suite à l’activation 
cellulaire. Ce changement est médié par un ensemble des signaux intracellulaires nommés 
« inside out » qui à leur tour, augmentent l’affinité des intégrines à leurs ligands naturels 
[46]. Dans cette étude on a montré que l’engagement de l’α5β1 par le CD40L induit 
l’activation de plusieurs voies de signalisations. Pour cela, on a voulu étudier l’effet de ces 
signaux sur le changement structural de l’α5β1. L’exposition de l’épitope B44 et l’adhésion 
cellulaire à une matrice de fibronectine ont été les deux approches utilisées afin d’étudier 
cet effet.  
Contrairement à l’agent chimique, le DTT (le contrôle positif), l’activation des cellules 
Jurkat E6.1 par le sCD40L n’a pas induit l’exposition de l’épitope B44. De même, le 
traitement des lignées Jurkat E6.1 avec le sCD40L n’a pas déclenché leur adhésion à la 
matrice de fibronectine. Par contre, le traitement de ces lignées avec le DTT a induit une 
forte adhésion. 
Ces résultats montre que la liaison du CD40L à l’α5β1 est capable d’activer les cellules  










Figure 3. 1: Le sCD40L lie l’α5β1 exprimée par les lymphocytes T et induit des signaux 
intracellulaires. 
(A) L’expression de l’intégrine α5β1 et du récepteur CD40 à la surface des jurkat E6.1 et 
les lymphocytes T primaires a été faite par la cytométrie en flux. Les cellules ont été 
incubées pour 30 min a 40C, avec l’anticorps JBS5 (anti-α5β1), avec l’anticorps G28.5 
(anti-CD40) ou bien avec un isotype contrôle (IgG). (B) La liaison du sCD40L aux Jurkat 
E6.1 et aux lymphocytes T primaires. Les cellules ont été incubées ou non avec le sCD40L 
(500 ng/5x105 cellules) pour 1h a 370C et suivi de l’anti-V5 et de stréptavidine-PE pour 30 
min chacun a 40C. La liaison du CD40L a été révélée par la cytométrie en flux. (C) les 
Jurkat E6.1 et les lymphocytes T primaires ont été activés avec le sCD40L (500 ng/5x105 
cellules) ou bien avec l’anticorps JBS5 (200 ng/5x105 cellules) pour 2, 5, et 10 min a 370C. 
L’activation a été arrêtée par l’addition de laemmli buffer (2x) contenant de la protéase 
inhibitrice. La phosphorylation des protéines p38, ERK1/2 et Akt a été étudiée par western 






Figure 3. 2 : Le sCD40L lie spécifiquement l’α5β1 à la surface des Jurkat E6.1  
 
Les cellules Jurkat E6.1 (α5β1+/CD40-/αMβ2-/αIIbβ3-)  et les Bjab (α5β1-/CD40+/αMβ2-
/αIIbβ3-) ont été incubées avec le sCD40L-alexa488 (200 ng/5x105 cellules) en présence 
ou non du sCD40L non marqué (2μg /5x105 cellules), du sα5β1 (excès 10 fois molaire de 
sα5β1) ou du sCD40 (excès 10 fois molaire de sCD40). Le sCD40L non marque a été 
incubées avec les cellules pour 1h a 370C avant l’ajout du sCD40L-alexa488. Le sα5β1 et 
le sCD40 ont été pré-incubés avec le sCD40L-alexa488 pour 1h a 370C avant d’être 
ajoutés aux cellules. La liaison du CD40L a été évaluée par la cytomerie en flux. Cette 









Figure 3. 3 : L’engagement de l’α5β1 par le CD40L n’induit pas son changement structural 
 
Les lignées Jurkat E6.1 ont été stimulées avec le DTT (10 mM) pendant 30 min à la 
température ambiante ou bien avec le sCD40L (10 μg/ml) pour 2h à 370C. Le changement 
structural de l’intégrine α5β1 a été évalué par la cytometrie en flux en utilisant l’anticorps 
anti-B44 (500ng/ 5x105cellules) (A) ou bien en étudiant l’adhérence cellulaires sur une 


















4.1. Discussion : 
 
Le CD40L joue un rôle crucial durant la réponse immunitaire ainsi que dans le 
développement de plusieurs maladies auto-immunes. Ce rôle a été associé à son interaction 
avec le récepteur CD40. Récemment, trois autres récepteurs du CD40L  ont été identifiés: 
le Mac-1 [11], l’αIIbβ3 [9] et l’α5β1 [10]. L’interaction avec le Mac-1 induit 
l’accumulation des leucocytes durant l’athérogénèse tandis qu’elle joue un rôle dans la 
stabilité du thrombus avec l’ αIIbβ3. L’interaction avec l’α5β1 a été démontrée dans notre 
laboratoire toutefois son importance biologique n’a pas encore été bien élucidée. 
Cette étude  porte sur  le rôle biologique de l’interaction du CD40L  avec l’intégrine  α5β1 
exprimée par les lymphocytes T. Ces cellules sont connues par leur expression de plusieurs 
intégrines β1 incluant l’α5β1. Cette dernière a été identifiée sur les lymphocytes T 
mémoires et sur 50% des lymphocytes T du sang périphérique [161]. Dans certaines 
maladies inflammatoires, l’expression des intégrines β1 à la surface des lymphocytes T, 
augmente. Chez les patients atteints de l’AR, les lymphocytes T purifiés à partir du liquide 
synovial, présentent une expression aberrante des intégrines β1 dont les intégrines 
α5β1[144]. Les intégrines β1 sont aussi surexprimées à la surface des lymphocytes T des 
patients atteints du  LES  [143]. En outre, ces maladies auto-immunes (AR et LES) sont 
caractérisées par une surexpression du CD40L sous sa  forme membranaire et sous sa forme 
soluble active [162, 163].  La co-localisation du CD40L et de son nouveau récepteur l’α5β1 
au niveau des sites d’inflammations, augmente la probabilité d’une importante  implication  
de ce couple dans la réponse biologique des lymphocytes T.   
Les lignées lymphocytaires Jurkat  E6.1 ainsi que les lymphocytes T du sang périphérique 
ont été utilisés dans cette étude. Afin d’y vérifier leur validité, l’expression de l’α5β1 ainsi 
que celle des autres récepteurs du CD40L, a été évaluée.  Les résultats ont montré que 
parmi les récepteurs du CD40L, seulement l’α5β1 était exprimée par les lignées 
lymphocytaires Jurkat  E6.1 ainsi que par les lymphocytes T du sang périphérique, 
contrairement aux CD40, aux Mac-1 et à l’αIIbβ3.  
La liaison du CD40L à l’α5β1 a été montrée  à la surface des lignées monocytaires : les 




Cette dernière a été liée par le CD40L à la surface des Jurkat E6.1 et des lymphocytes T 
périphériques. Cette liaison est spécifique à l’α5β1 et au CD40L. Elle est aussi 
indépendante des résidus du CD40L qui sont impliqués dans l’interaction avec  le CD40. 
L’engagement de l’ α5β1 lymphocytaire par le CD40L a induit l’activation des  voies de 
signalisation MAPK (ERK1/2 et P38) et PI3K/Akt. Ces mêmes voies de signalisation ont 
été observées suite à l’interaction des intégrines β1  lymphocytaires avec la MEC. 
Les intégrines sont connues pour leur changement conformationel. Le passage de la 
conformation inactive à la conformation active dépend des signalisations intracellulaires 
connues par les ‘outside-in’ et ‘inside out’[164]. Dans cette étude, la signalisation ‘outside-
in’ induite par CD40L via  la forme inactive de l’α5β1, n’a pas abouti à un changement 
structural de l’intégrine α5β1. Ce résultat est traduit par l’incapacité du CD40L d’induire 
l’adhésion des cellules à une matrice de FN. Le changement structural des intégrines β1 
lymphocytaires joue un rôle essentiel dans l’adhésion et la migration des lymphocytes T, en 
augmentant leur interaction avec la MEC. L’incapacité de CD40L d’induire un changement 
conformationel de l’α5β1, diminue la probabilité d’une implication du couple CD40L/α5β1 
dans l’adhésion lymphocytaire à la MEC et par conséquent, dans leur migration vers les 
sites d’inflammations.   
L’activation des voies de signalisation MAPK et PI3K est connue par son effet anti-
apoptotique chez les lymphocytes T [147]. La phosphorylation d’ERK1/2 et de p38  chez 
les lymphocytes T,  inhibe l’apoptose cellulaire induite via Fas [146, 165]. Les études ont 
montré que l’activation de la voie lymphocytaire MAPK inhibe l’activité des protéines pro-
apoptotiques comme les caspase-8 et les protéines Bid [146, 165].  De même, la voie 
MAPK peut augmenter la survie des lymphocytes T en inhibant le rôle des caspase-9 [148]. 
Chez les patients atteints de l’AR, l’augmentation de la phosphorylation  des MAPK  est 
directement associée à la survie des lymphocytes T et à leur résistance à la mort cellulaire 
induite via Fas. Chez ces lymphocytes, le P38 phosphorylé forme un complexe avec la 
caspase-8 inhibant ainsi  son effet pro-apoptotique [152].  En plus de la voie des MAPK, 
l’activation, via les intégrines, de la voie PI3K/Akt contribue efficacement à l’inhibition de 




souris transgéniques exprimant une forme active d’Akt  sous le contrôle  d’un promoteur 
spécifique pour les lymphocytes T [166, 167].  Plusieurs protéines  pro-apoptotiques 
comme Bad et les caspase-9  ont été considérées comme étant des substrats pour la protéine 
Akt. La phosphorylation des protéines Bad et des caspase-9 par l’Akt inhibe leur effet pro-
apoptotique et augmente la survie cellulaire [149, 150]. L’inactivation des protéines Bad 
par l’Akt, est aussi suivie par une surexpression des protéines  anti-apoptotiques comme les 
Bcl-xL et les Bcl-2 [151]. 
La balance entre la survie et l’apoptose programmée des cellules immunitaires, régule 
l’homéostasie du système immunitaire et prévient le développement des maladies 
inflammatoires et auto-immunes. Durant la réponse immunitaire, l’inhibition de l’apoptose 
des lymphocytes T constitue un mécanisme essentiel pour qu’ils puissent accomplir leur 
rôle effecteur. Ce même mécanisme est aussi requis pour la différentiation des lymphocytes 
T effecteurs en lymphocytes T mémoires. Le rôle de survie joué par le CD40L via 
l’intégrine α5β1, pourrait avoir des implications physiologiques et physiopathologiques. Le 
CD40L est connu pour être exprimé puis clivé de la surface cellulaire quelque heures après 
l’activation des cellules T [168]. Il exercerait ainsi son effet anti-apoptotique au début de la 
réponse immunitaire ce qui constituerait un nouveau signal de survie indispensable pour 
l’accomplissement des fonctions effectrices des lymphocytes T.  De même, à la fin de 
réponse immunitaire, la  chute de la concentration d’Il-2, implique que la différentiation des 
lymphocytes T en cellules mémoires sera dépendante des autres signaux de survie. 
L’interaction du CD40L/α5β1 pourrait être un des  signaux  contrôlant la survie des 
lymphocytes T durant leur différentiation en cellules mémoires.  
Contrairement à leur rôle bénéfique durant la réponse immunitaire, les mécanismes de 
survie  cellulaire contribuent à  la sévérité de plusieurs maladies auto-immunes. La survie 
des lymphocytes T ainsi que  leur résistance à l’apoptose induite via Fas, augmentent  
l’accumulation et la persistance de ces cellules au niveau du liquide synovial [169, 170]. Ce 
dernier a été considéré comme étant la source principale des signaux de survie des 
lymphocytes T. En plus, plusieurs études ont associé  la sévérité de l’arthrite rhumatoïde à 




suggère que la persistance, l’accumulation et la survie des cellules T au niveau des 
articulations enflammées sont contrôlées en partie par l’effet du couple CD40L/ α5β1.  
 
En se basant sur les caractéristiques anti-apoptotiques des voies de signalisations induites 
par le CD40L via l’intégrine α5β1 et sur la fonction  anti-apoptotique  des intégrines β1 des 
lymphocytes T, l’interaction du CD40L avec l’α5β1 pourrait constituer un nouveau couple 
contribuant à la survie des lymphocytes T.  D’autres études seront nécessaires pour montrer 
ce rôle afin de mieux comprendre la contribution de ce couple dans l’homéostasie de 




4.2. Perspectives : 
 
Dans cette étude, on a montré que le CD40L liait l’intégrine α5β1 à la surface des Jurkat 
E6.1 et des lymphocytes T du sang périphérique. L’engagement de l’α5β1 avec le CD40L 
induit l’activation des voies de signalisations intracellulaires dont les MAPK et les PI3K 
dans les deux types cellulaires. 
Cette étude a identifié le type anti-apoptotique des signaux induits par le CD40L via 
l’α5β1. Par contre, elle n’a pas démontré le rôle anti-apoptotique ni le mécanisme par 
lequel le couple CD40L/α5β1 exercerait son effet anti-apoptotique. 
Tout d’abords, l’effet anti-apoptotique de l’interaction CD40L/α5β1 devrait être étudié chez 
des lignées cancéreuses lymphoblastiques telle que les Jurkat E6.1. Ensuite, des études 
utilisant les lymphocytes T du sang périphérique, seront importantes afin d’évaluer la 
pertinence  physiologique de cette fonction anti-apoptotique. En outre, les lymphocytes T 
primaires constituent une population de cellules très hétérogènes. Plusieurs sous-
populations de lymphocytes T ont été découvertes; on cite : les CD4 (Th1, Th2, Treg, 
Th17) et les CD8. Chacune de ces sous populations est caractérisée par un  rôle bien 
déterminé durant la réponse immunitaire. L’identification de taux d’expression de 
l’intégrine α5β1 à la surface de ces cellules pourrait nous aider à estimer la contribution du 
couple CD40L/α5β1 dans la réponse spécifique de chacune de ces sous populations 
lymphocytaires. 
La survie cellulaire résulte de l’inhibition des protéines pro-apoptotique et de l’activation 
des protéines anti-apoptotiques. L’effet exercé par l’interaction CD40L/a5b1 sur l’ensemble 
de ces protéines devrait être évalué. Pour cela,  il serait intéressant d’étudier  l’effet du 
CD40L sur l’inhibition des protéines pro-apoptotiques comme les caspases-8, 3 et 9, les 
Bax, les Bad et  les BIM. En plus de son effet inhibiteur sur les protéines pro-apoptotiques, 
l’interaction CD40L/α5β1 pourrait augmenter la survie cellulaire en activant des protéines 




l’interaction CD40L/α5β1 sur l’expression et l’activation des protéines anti-apoptotiques  
comme les Bcl-2, les BcLx et les FLIP. 
En plus, l’utilisation des inhibiteurs spécifiques des MAPK et PI3K servira à élucider le 
mécanisme d’action de chacune de ces voies  sur l’ensemble des protéines anti- et pro- 
apoptotiques. 
 
En plus de leur rôle dans la survie des lymphocytes T, les intégrines α5β1, suite à leur 
interaction avec la FN, ont été considérées comme des signaux costimulateurs favorisant la 
prolifération cellulaire et la sécrétion d’IL-2. L’impact de leur interaction avec leur 
nouveau ligand, le CD40L, sur la prolifération ainsi que sur la sécrétion d’Il-2 par les 
lymphocytes T est une question à résoudre dans les études futures.  
 
L’expression du CD40 a été identifiée à la surface des  lymphocytes T dans certaines 
maladies auto-immunes. À la surface de ces cellules, deux récepteurs pour le CD40L seront 
exprimés. Il sera donc intéressant d’étudier l’effet de la coexistence de ces récepteurs sur la 
réponse biologique des lymphocytes T, soit sur leur survie, soit sur leur rôle costimulateur. 
Du point de vue moléculaire, les résidus du CD40L impliqués  dans l’interaction avec le 
CD40, sont différents de ceux intervenant dans l’interaction avec l’α5β1. Ceci suggère que 
le CD40L trimérique pourrait engager simultanément  les deux récepteurs.  Cette possibilité 
est  actuellement en étude utilisant la technique du BRET. 
Finalement, les résidus du CD40L impliqués dans l’interaction avec l’α5β1 et le Mac-1 ne 
sont pas encore découverts, contrairement au CD40 (R/Y) et αIIbβ3 (séquence RGD). Une 
fois identifié, des formes mutées au niveau des résidus du CD40L impliqués dans 
l’interaction avec chacun de ses récepteurs seront générées. Ces mutants serviront  à 
vérifier la contribution de chacun des récepteurs du CD40L dans la réponse immunitaire et 
dans le développement des maladies auto-immunes comme l’AR.  Certains essais cliniques 
ont utilisé les anti-CD40L durant le traitement de l’AR. Ces essais ont été associés à des 




pourraient constituer la base d’une nouvelle approche thérapeutique puisqu’ils sont 
capables de cibler spécifiquement l’effet de chacun des récepteurs du CD40L.  
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